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R E S U M O
O veneno de abelha (VA) ou apitoxina é um produto apícola que tem sido utilizado desde os tempos ancestrais para 
múltiplas finalidades, nomeadamente em medicina tradicional na apiterapia. Trata -se de uma mistura complexa de 
substâncias que lhe conferem propriedades bioativas. No presente trabalho, analisaram -se cinco amostras de VA obtidas 
a partir de Apis mellifera iberiensis de dois apiários diferentes (Aveleda e Milhão, na região de Bragança). Foram, caracte-
rizadas quimicamente e avaliadas quanto às suas propriedades antioxidantes, anti -inflamatórias e citotóxicas. A análise 
das amostras por LC -DAD -ESI/MSn demonstrou que a melitina (MEL) era o composto maioritário, seguido da fosfoli-
pase A2 (PLA2) e da apamina (APA). Todas as amostras demonstraram atividade antioxidante, medida pela capacidade 
captadora de radicais livres, poder redutor e inibição da peroxidação lipídica, e anti -inflamatória, determinada pela 
capacidade de diminuir a formação de NO em macrófagos de rato (RAW 264,7). No entanto, não foi observada uma 
relação direta entre as propriedades bioativas mencionadas e o perfil químico (qualitativo ou quantitativo) das amostras. 
Os resultados obtidos evidenciam, sim, que existem concentrações específicas, nas quais estes compostos são mais ativos 
(e.g., presentes na única amostra obtida no apiário de Aveleda). As amostras de VA demonstraram também proprie-
dades citototóxicas semelhantes para todas as linhas celulares tumorais testadas (MCF -7, NCI -H460, HeLa e HepG2), 
sendo as linhas MCF -7 (carcinoma de mama) e HeLa (carcinoma cervical) as mais suscetíveis. Apesar disso, as amostras 
estudadas parecem não ser adequadas para o tratamento de carcinoma de mama, hepatocelular e cervical porque, nas 
concentrações ativas, as amostras também foram tóxicas para células não tumorais (cultura primária de células de fígado 
de porco, PLP2). Relativamente ao carcinoma do pulmão, o VA deve ser utilizado abaixo da concentração tóxica para 
as células não tumorais. Em geral, o presente estudo evidenciou o enorme potencial bioativo do VA, sendo o primeiro 
trabalho realizado com amostras Portuguesas.
Palavras -chave: Veneno de abelha, Apis mellifera iberiensis, Atividade antioxidante, Potencial anti -inflamatório, 
Citotoxicidade. 
A B S T R A C T
Bee venom (BV) or apitoxin is an apiculture product that has been used since ancient times for several applications 
namely in the traditional medicine apitherapy. It is a complex mixture of substances responsible for different bioactive 
properties. In the present work, five bee venom samples obtained from Apis mellifera iberiensis from two different apiaries 
in Bragança (Aveleda and Milhão) were chemically characterized and evaluated for their antioxidant, anti -inflammatory 
and cytotoxic properties. The LC/DAD/ESI -MSn analysis of the samples showed that melittin was the most abundant 
compound, followed by phospholipase A2 and apamin. All the samples revealed antioxidant activity, measured by the 
free radicals scavenging activity, reducing power and lipid peroxidation inhibition, and anti -inflammatory activity, 
determined by the capacity to inhibit NO formation in murine macrophages (RAW 264,7). However, it was not observed 
a direct relation between the mentioned bioactive properties and the chemical profile (qualitative or quantitative) of the 
samples. The results highlight that there are specific concentrations in which these compounds are more active (e.g., 
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in the single sample obtained from Aveleda apiary). The BV samples also showed similar cytotoxicity for all the tested 
tumor cell lines (MCF -7, NCI -H460, HeLa and HepG2), being MCF -7 (breast carcinoma) and HeLa (cervical carcinoma) 
the most susceptible ones. Nevertheless, the studied samples seem to be not suitable to treat breast, hepatocellular and 
cervical carcinoma because at the active concentrations, the samples were also toxic for non -tumor cells (porcine liver 
primary culture, PLP2). Regarding the non -small lung cell carcinoma, BV should be used under the concentration toxic 
for non -tumor cells. Overall, the present study corroborates the enormous bioactive potential of BV being the first report 
on samples from Portugal.
Keywords: Bee venom, Apis mellifera iberiensis, Antioxidant activity, Anti -inflammatory potential, Cytotoxicity.
INTRODUÇÃO 
O veneno de abelha (VA) ou apitoxina é uma ferra-
menta única no reino animal e possui um papel 
primordial de defesa para a colmeia. O VA é produ-
zido na glândula do veneno das abelhas (Apis 
mellifera) que se localiza na cavidade abdominal, 
sendo uma mistura complexa de vários compostos 
responsáveis pela proteção das abelhas contra uma 
ampla diversidade de predadores e de outros artró-
podes ou vertebrados (Liu et alǯǰȱŘŖŖŘǲȱñ°ǰȱŘŖŖşǼǯȱ
Os compostos ativos do VA incluem proteínas e 
péptidos (melitina (MEL), apamina (APA), adola-
pina, péptido desgranulador de mastócitos, seca-
pina, procamina, inibidor de protease, tertiapina 
e outros pequenos péptidos), enzimas (fosfolipase 
A2 (PLA2), hialuronidase, fosfomonoesterase 
¤ǰȱȱȱ΅ȱȬǼǰȱȱȱ
componentes não peptídicos, tais como aminas 
fisiologicamente ativas (histamina, dopamina e 
noradrenalina), aminoácidos (ácido aminobutí-
ȱȱ¤ȱ΅ȱȬǼǰȱ³øȱǻȱȱǼǰȱ
fosfolipídios e compostos voláteis (Park et al., 2010; 
Gajski & Garaj -Vrhovac, 2013; Liu et al., 2014). 
Mas, os principais componentes do VA são hista-
mina, catecolaminas, poliaminas, MEL e PLA2 
ǻñ°ȱ et al., 2003). Por outro lado, a MEL, o 
péptido desgranulador de mastócitos e a APA são 
os componentes mais estudados do VA por serem 
responsáveis pela maior parte dos seus efeitos 
analgésicos, anti -inflamatórios e anti -neoplásicos 
(Jagua -Gualdrón, 2012).
O VA tem sido usado como medicamento tradi-
cional para tratar infeções inflamatórias crónicas 
(artrite, reumatismo e dor nas costas) (Chang e 
ǰȱ ŗşŝşǲȱ ȱ et al., 2007; Vasileiadou et al., 
2010) e doenças de pele (Escrig et alǯǰȱ ŗşşŝǲȱ 
ȱ
et al., 2012a,b). Os compostos individuais do 
VA têm demonstrado as mesmas propriedades, 
como é o caso do péptido desgranulador de mastó-
citos (Banks et alǯǰȱŗşşŖǼǰȱȱȱǻȱet al., 
2012; Rayahin et al., 2014) e da PLA2 (Ximenes 
et al., 2012), que possuem capacidade para reduzir 
as citocinas pró -inflamatórias e outros mediadores 
de inflamação.
MATERIAL E MÉTODOS 
Recolha e preparação das Amostras 
As cinco amostras de VA foram recolhidas entre 
Maio e Junho de 2014, a partir de colmeias de Apis 
mellifera iberiensis localizadas em dois apiários 
diferentes próximos de Bragança: Milhão (quatro 
amostras) e Aveleda (uma amostra), que se encon-
tram a cerca de 26 km um do outro. Para a recolha 
foi utilizado o equipamento BeeWhisper 0412, 
colocado à entrada da colmeia. 
Após recolha, as amostras foram armazenadas a 
 -18°C e liofilizadas para as análises posteriores.
Caracterização química
A caracterização química das amostras de VA foi 
determinada pela análise de três péptidos (MEL, 
PLA2 e APA) por LC/DAD/ESI -MSn de acordo com 
os autores (Sobral et al., 2016). 
Atividade antioxidante
A atividade antioxidante das soluções aquosas de 
VA foi avaliada por diferentes ensaios in vitro: efeito 
captador de radicais livres (ensaio do DPPH - 2,2 
-difenil -1 -picril -hidrazilo), poder redutor (ensaio 
ferricianeto/azul da Prússia) e inibição da pero-
¡³¨ȱ Çȱ ǻȱ ΆȱȬȦȱ ȱ
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TBARS – espécies reativas do ácido tiobarbitúrico 
em homogeneizados cerebrais) (Sobral et al., 2017).
¡ȱȱȱȬĚà
A citotoxicidade foi avaliada em quatro linhas 
celulares humanas tumorais: MCF -7 (carcinoma de 
mama), NCI -H460 (carcinoma de pulmão), HeLa 
(carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma hepato-
celular), utilizando o método da sulforrodamina 
B (SRB). A citotoxicidade para células normais foi 
avaliada utilizando uma cultura primária estabele-
cida a partir de células de fígado de porco (PLP2) 
(Abreu et al., 2011).
A atividade anti -inflamatória foi avaliada numa 
linha celular de macrófagos de rato (RAW 264.7), 
através da inibição da produção de óxido nítrico 
(NO) (Sobral et al., 2016).
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Caraterização química das amostras de veneno de 
abelha
Os compostos químicos identificados nas cinco 
amostras de VA estudadas são apresentados no 
Quadro 1. A melitina foi o composto mais abun-
dante em todas as amostras, enquanto a apamina 
foi o composto encontrado em concentração mais 
baixa (Quadro 1). A amostra VA2 foi a que apre-
sentou níveis mais elevados de melitina (86,72±0,50 
µg/mL), de fosfolipase A2 (11,36±0,18 µg/mL) e de 
apamina (1,80±0,03 µg/mL), seguida da amostra 
VA4. Pelo contrário, as amostras VA5 e, principal-
mente VA1, apresentaram as menores concentra-
ções de todos os compostos.
Atividade antioxidante das amostras de veneno de 
ȱȱȬĚàȱȱȱȱȱ
de abelha
Todas as amostras revelaram atividade antioxi-
dante e anti -inflamatória e, aparentemente, não 
existe relação com nenhum dos componentes 
individuais identificados e quantificados nessas 
amostras. A amostra VA5 revelou ter a maior 
atividade captadora de radicais livres DPPH, o 
maior poder redutor, bem como a maior capa-
cidade de inibição da peroxidação lipídica e da 
produção de NO (Quadro 2). Entre as amostras 
de VA estudadas, a amostra VA5 foi a única a ser 
recolhida num apiário diferente (Aveleda). Deve 
ainda realçar -se que a atividade anti -inflamatória 
de todas as amostras de VA (valores de EC50 
<8 µg mL) foi mais elevada do que a observada 
para o controlo positivo, que foi a dexametasona 
(valores de EC50ƽŗśǰśƹŗǰşŜȱΐȦǲȱȱŘǼǯ
A falta de correlação entre a concentração de 
melitina, fosfolipase A2 e apamina, e os resul-
tados in vitro das atividades antioxidante e anti-
-inflamatória, evidencia que há concentrações 
específicas em que estes compostos se tornam 
mais ativos. A concentrações mais elevadas ou 
mais baixas, as atividades anteriormente mencio-
nadas diminuem, provavelmente, devido a efeitos 
antagonistas. 
Citotoxicidade das amostras de veneno de abelha
As amostras de VA estudadas demonstraram cito-
toxicidade semelhante para todas as linhas celulares 
tumorais testadas: carcinoma de mama (MCF -7), 
pulmão (NCI -H460), cervical (HeLa) e hepato-
celular (HepG2) (Quadro 2). As linhas celulares 
Quadro 1 - Caraterização química das amostras de veneno de abelha (VA) através da análise de péptidos por LC/DAD/ESI-MSn
VA 1 VA 2 VA 3 VA 4 VA 5
Apamina (µg/mL) ŖǰşŚƹŖǰŖŗd 1,80±0,03ab 1,61±0,17b ŗǰşśƹŖǰŖŘa 1,25±0,04c
Fosfolipase A2 (µg/mL) ŚǰşŞƹŖǰŖŗd 11,36±0,18a şǰŖŘƹŖǰŜŘc 10,08±0,34b śǰşŞƹŖǰŗŗd
Melitina (µg/mL) řśǰŜŚƹŖǰŖşe 86,72±0,50a ŝŖǰśŞƹřǰşşc 80,74±0,34b 52,20±0,66d
9aWUXU`]b\U `YhfUgX]ZYfYbhYgg][b]ÃWUaX]ZYfYbUgYghUh]gh]WUaYbhYg][b]ÃWUh]jUgYbhfYUacghfUgd0$ $)"
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MCF -7 e HeLa foram as mais suscetíveis à ação das 
amostras de VA, tendo em conta os valores de GI50 
obtidos (<5 µg/mL). No caso da linha celular HeLa, 
o mesmo valor de GI50ȱȱȱȱñ°ȱǻŘŖŖşǼȱ
para VA proveniente da Eslovénia (3 µg/mL). 
Por outo lado, amostras comerciais de VA reve-
laram menor atividade contra a linha celular HeLa 
[GI50ƽşǰŝȱΐȦȱǻȱet al., 2015) e ~20% da viabi-
lidade celular para 60 µg/mL, (Gajski et al., 2014)]. 
Deve realçar -se a existência de toxicidade das 
amostras de VA em relação às células de fígado 
não tumorais (PLP2; Quadro 2) e que apenas para 
as NCI -H460 as concentrações de GI50 obtidas ǻȱȱŗŜǰŖŖƹŘǰřŚȱȱŗşǰŜŞƹŗǰŞŖȱΐȦǼȱȱ
superiores às observadas nas PLP2 (valores de GI50 ȱŗŖǰŗŗƹŖǰşŗȱȱŗśǰŖřƹŖǰŘŞȱΐȦǼǯȱǰȱȱ
amostras estudadas parecem não ser adequadas 
para o tratamento do carcinoma de mama, hepa-
tocelular e cervical, e em relação ao carcinoma 
do pulmão, estas devem ser aplicadas a baixo da 
concentração tóxica para as células não tumorais. 
A toxicidade do VA para células não tumorais não 
é novidade, tendo sido já descrita em linfócitos por 
diferentes autores (Lee et al., 2007; Gajski & Garaj-
ȬǰȱŘŖŖŞǲȱ	ȱȬȱǭȱ	ǰȱŘŖŖşǼǯ
CONCLUSÃO
Este trabalho demonstrou o amplo potencial 
bioativo do veneno de abelha (VA) incluindo 
propriedades antioxidantes, anti -inflamatórias e 
citotóxicas, e constitui o primeiro documento de 
estudo com amostras Portuguesas. Apesar da iden-
tificação das moléculas peptídicas mais abundantes 
Quadro 2 - Propriedades bioativas das amostras de veneno de abelha (VA)
VA1 VA2 VA3 VA4 VA5 Trolox
Atividade antioxidante  
(valores de EC50, µg/mL)
Atividade captadora de radicais 
DPPH 487±7
b 451±6c Śşŗƹŗb 512±16a 346±4d 42
Poder redutor 326±16a 238±10d 306±1b ŘşŗƹŘc 225±5e 41
Inibição da descoloração  
ȱΆȬ 710±10b śŚśƹşd ŞŘŜƹşa 666±23c 435±15e
18
Inibição de TBARS 1,45±0,08c 1,22±0,05d 2,38±0,20a 1,70±0,03b 1,07±0,10e 23
ȱȬĚàȱ 
(valores de EC50, µg/mL) Dexametasona
Produção de NO 6,77±0,13b 5,76±0,06c śǰŞŗƹŖǰşŚc ŝǰşŗƹŖǰŗŝa 4,85±0,02d ŗśǰśƹŗǰşŜ
Atividade citotóxica Elipticina
Para linhas celulares tumorais  
(valores de GI50, µg/mL)
MCF-7 4,16±ŖǰŚşa 4,44±0,43a 4,02±0,38a 4,51±0,21a ŚǰŚşƹŖǰŚŘa 1,21
NCI-H460 16,00±2,34a 17,68±0,53a 18,18±0,86a ŗşǰŜŞƹŗǰŞŖa ŗŝǰşŞƹŖǰŞŜa 1,03
HeLa 4,54±0,22ab 2,83±0,41c 4,41±0,01ab 3,51±0,81bc 4,80±0,15a Ŗǰşŗ
HepG2 ŗŖǰŜƹŗǰŞşa ŗŘǰŗşƹŗǰŚŖa 5,43±0,08c 6,55±0,11bc şǰŞśƹŖǰřŜab 1,10
Para células de fígado não tumorais  
(valores de GI50, µg/mL)
PLP2 15,03±0,28a 13,86±0,10a ŗŖǰŗŗƹŖǰşŗb ŗŘǰşŚƹŗǰŘŗab 14,66±0,66a ŘǰŘş
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no VA (melitina, fosfolipase A2 e apamina), alguns 
outros componentes minoritários em conjunto com 
efeitos antagonistas/sinérgicos dos compostos em 
concentrações específicas, podem ser responsá-
veis pelas bioatividades observadas, contribuindo 
assim para os diferentes resultados obtidos nas 
amostras de VA estudadas.
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